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Nekroptoza je ena izmed oblik programirane nekroze, pri kateri ima ključno vlogo protein 
MLKL (ang. mixed lineage kinase-domain like), ki ob aktivaciji oligomerizira, se vgradi 
v plazmalemo in povzroči sprostitev celične vsebine. V signalni poti imajo pomembno 
vlogo tudi drugi nekroptotični proteini, predvsem kinazi RIPK1 in RIPK3. Nekroptoza 
nastopi v primeru neaktivnosti celičnih kaspaz kot posledica stimulacije receptorjev 
smrti, Tollu podobnih receptorjev ali preko delovanja interferonov. Nekroptotično 
signalno pot lahko inhibiramo z dodatkom nekrostatinov, ki se jih uporablja tudi pri 
preučevanju množice različnih bolezenskih stanj, katerih pojav in razvoj sta tesno 
povezana s to obliko celične smrti. V splošnem lahko rečemo, da so mehanizmi iniciacije, 
regulacije in inhibicije nekroptoze kompleksni in potekajo preko številnih signalnih poti. 
Z uporabo različnih sistemov fluorescenčnega označevanja celičnih komponent, bi lahko 
spremljali znotrajcelično lokacijo proteina MLKL in njegov prenos v celično membrano. 
To bi nam omogočilo opazovanje lege ključnega nekroptotičnega proteina med procesom 
nekroptoze, rezultati pa bi nam nudili vpogled v značilnosti te oblike celične smrti. Za 
označevanje znotrajceličnih proteinov se uporabljajo različne proteinske oznake, ki jih 
fuziramo s tarčnim proteinom. Najpreprostejša je uporaba fluorescenčnih proteinov, ki 
emitirajo fluorescenco po vzbujanju s svetlobo določene valovne dolžine. V to skupino 
uvrščamo zelen fluoresenčni protein in njegove homologe ter mutante, s flavinom 
povezane fluorescenčne proteine in bilin vezavne fluorescenčne proteine. Pogosto se 
uporabljajo tudi fluorogen aktivirajoči proteini, ki fluorescirajo šele po vezavi 
fluorogenega liganda. Reakcijo vezave katalizirajo različni encimi, ki lahko ligand 
pritrdijo na lasten aminokislinski ostanek ali na drug protein. V to skupino peptidnih 
fluorescenčnih oznak uvrščamo sisteme HaloTag, SNAP-Tag, CLIP-Tag in TMP-Tag. 
 







Labelling active form of MLKL 
Abstract  
Necroptosis is a form of programmed necrosis, in which protein MLKL (mixed lineage 
kinase-domain like) plays a key role. After the activation MLKL forms oligomers, 
translocates to plasma membrane and causes the release of cell content. There are also 
other necroptotic proteins that have important role in this signalling pathway, including 
kinases RIPK1 and RIPK3. Necroptosis occurs when caspases are inactive and after the 
stimulation of death receptors, Toll-like receptors or as a result of interferon mediated 
response. Necroptotic signalling pathway can be inhibited by necrostatins, which are 
commonly used when studying different diseases associated with this form of cell death. 
The mechanisms of initiation, regulation and inhibition of necroptosis are therefore 
complex and proceed through numerous signalling pathways. The intracellular location 
of protein MLKL and its translocation to plasma membrane can be monitored by the 
usage of different fluorescent labelling systems. By tagging the key necroptotic protein 
we could track its position during the process of necroptosis, which would provide an 
insight into the characteristics of this form of cell death. Different protein tags, which are 
fused with target protein, are used for labelling intracellular proteins. The simplest are 
fluorescent proteins, which emit fluorescence after the excitation with specific 
wavelength. There are numerous tags classified in this group, including green 
fluorescence protein, its homologs and mutants, flavin-based fluorescent proteins and 
bilin-binding fluorescent proteins. Fluorogen-activating proteins, which emit 
fluorescence only after binding to fluorophore, are also frequently used. The binding 
reaction can be catalysed by different enzymes, which attach the ligand to its own residue 
or to another protein. This group of peptide fluorescent tags includes systems HaloTag, 
SNAP-Tag, CLIP-Tag and TMP-Tag.    
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4HB sveženj štirih α-vijačnic (ang. Four-Helix Bundle) 
ACP acil prenašalni protein (ang. acyl carrier protein) 
AcpS sintetaza holo acil prenašalnega proteina (ang. holo-(acyl-carrier-protein) 
synthase) 
AGT O6-alkilgvanin-DNA alkiltransferaza (ang. O6-alkylguanine-DNA 
alkytransferase) 
AKI akutna okvara ledvic (ang. acute kidney injury) 
ALS amiotrofična lateralna skleroza (ang. amyotrophic lateral sclerosis) 
AML akutna mieloična levkemija (ang. acute myeloid leukemia) 
ATP adenozin trifosfat (ang. adenosine triphosphate) 
BBFP bilin vezavni fluorescenčni protein (ang. bilin-binding fluorescent 
protein) 
CBCR cianobakteriokromnih fotoreceptorjev (ang. cyanobacteriochrome 
photoreceptor) 
DAI DNA odvisni regulator interferon regulatornega faktorja (ang. DNA-
dependent activator of interferon regulatory factors) 
DAMP »nevarni« molekulski vzorci (ang. danger/damaged associated molecular 
pattern) 
DFNA5 tumor supresorski protein povezan z gluhostjo (ang. deafness-associated 
tumor supressor) 
dsRNA dvoverižna RNA (ang. double-stranded RNA) 
EV zunajcelični vezikel (ang. extracellular vesicle) 
FADD adapterski protein povezan s Fas, ki vsebuje domeno smrti (ang. Fas-
associated protein with death domain) 
FAP fluorogen aktivirajoči protein (ang. fluorogen-activating protein) 
FbFP fluorescenčni protein povezan s flavinom (ang. flavin-based fluorescent 
protein) 
FMN flavin mononukleotid (ang. flavin mononucleotide) 
GFP zeleni fluorescenčni protein (ang. green fluorescent protein) 
IBD vnetna črevesna bolezen (ang. inflammatory bowel disease) 
ILV intraluminalni vezikel (ang. intraluminal vesicle) 
INF-γ interferon gama (ang. interferon gamma) 
JEV virus japonskega encefalitisa (ang. Japanese encephalitis virus) 




proteini, ki zaznavajo svetlobo, kisik in napetost (ang. light, oxygen and 
voltage sensing proteins) 
LplA ligaza lipoične kisline (ang. lipoic acid ligase) 
LUBAC kompleks sestavljanja linearne ubikvitinske verige (ang. linear ubiquitin 






MLKL kinazi podoben protein mešanega rodu (ang. Mixed lineage kinase-
domain like protein)  
MPTP mitohondrijske permeabilnostne prehodne pore (ang. mitochondrial 
permeability transition pore) 
MyD88 diferenciacijski mieloidni protein 88 (ang. Myeloid differentiation 
primary response 88) 
NEMO ključen modulator transkripcijskega faktorja NF-κB (ang. NF-κB 
essential modifier) 
NET nunajcelične pasti nevtrofilcev (ang. neutrophil extracellular traps) 
NIR FP proteini, ki fluorescirajo svetlobo v bližini infrardečega področja 
valovnih dolžin (ang. near-infrared fluorescent protein) 
NLR NOD-u podoben receptor (ang. NOD-like receptor) 
PAMP molekulski motivi patogenih mikroorganizmov (ang. pathogen 
associated molecular pattern) 
PARP-1 Poli (ADP-riboza) sintetaza 1 (ang. poly (ADP-ribose) synthetase 1) 
PDA pankreatični duktalni adenokarcinom (ang. pancreatic ductal 
adenocarcinoma) 
PELI1 Pellino proteinski homolog 1 (ang. Pellino 1) 
p-HBI 4-(p-hidroksibenzilidin)-5-imidazolinon (ang. 4-(p-
hydroxybenzylidene)-5-imidazolinone) 
PIP fosfatidilinozitol fosfat (ang. phosphatidylinositol phosphate) 
PKR RNA odvisna protein kinaza (ang. RNA-responsive protein kinase) 
RHIM RIP motiv homotipske interakcije (ang. RIP homotypic interaction motif) 
RIPK receptor interagirajoča protein kinaza (ang. receptor interacing protein 
kinase) 
ROS reaktivne kisikove zvrsti (ang. reactive oxygen species) 
SIRS sindrom sistemske inflamatorne reakcije (ang. Systemic inflammatory 
response syndrome) 
TLR Tollu podoben receptor (ang. Toll-like receptor) 
TNF dejavnik tumorske nekroze (ang. Tumor Necrosis Factor) 
TMP trimetoprim (ang. trimethoprim) 
TRADD protein povezan z receptorjem tumor nekroznega faktorja tipa 1, ki 
vsebuje domeno smrti (ang. Tumor necrosis factor receptor type 1-
associated death domain protein) 
TRAF Faktor povezan z receptorjem TNF (ang. TNF receptor-associated factor) 
TRIF adapterski protein, ki vsebuje domeno TIR (ang. Toll/IL-1 receptor 
domain-containing adaptor inducing interferon-β) 









A alanin Ala 
C cistein Cys 
D aspartat Asp 
E glutamat Glu 
F fenilalanin Phe 
G glicin Gly 
H histidin His 
I izolevcin  Ile 
K lizin Lys 
L levcin Leu 
M metionin Met 
N asparagin Asn 
P prolin Pro 
Q glutamin Gln 
R arginin Arg 
S serin Ser 
T treonin Thr 
V valin Val 
W triptofan Trp 








1. Uvod in namen dela 
Nekroptoza je oblika regulirane nekroze, pri kateri pride do vgradnje proteina MLKL v 
celično membrano, nastanka por in sprostitve celične vsebine. Za potek signalne poti so 
ključni tudi drugi proteini, med katerimi imata velik pomen predvsem kinazi RIPK1 in 
RIPK3. Aktivacija nekroptoze lahko poteče preko receptorjev smrti, Tollu podobnih 
receptorjev ali kot posledica delovanja interferonov, do inhibicije pa pride z dodatkom 
nekrostatinov. Nekroptozo in z njo povezane proteine asociiramo tudi s številnimi 
bolezenskimi stanji, zato je odkrivanje lastnosti te oblike celične smrti še toliko bolj 
pomembno. Proces vgradnje MLKL v plazmalemo je zaenkrat slabo raziskan, opazovanje 
celične lege glavnega nekroptotičnega proteina pa nam omogoča vpogled v značilnosti 
nekroptotične signalne poti. Za spremljanje lege MLKL lahko uporabimo različne 
fluorescenčne proteine (zelen fluorescenčni protein in njegovi homologi, s flavinom 
povezani fluorescenčni proteini, bilin vezavni fluorescenčni proteini) kot tudi fluorogen 
aktivirajoče proteine.  
2. Oblike celične smrti 
Vrsto let je veljalo prepričanje, da lahko celična smrt nastopi kot posledica reguliranih 
procesov apoptoze in avtofagije ali nereguliranega procesa nekroze. Veliko pozneje je 
sledilo odkritje nove oblike celične smrti, ki zajema morfološke značilnosti apoptoze in 
nekroze hkrati, zato je dobila ime nekroptoza [1]. Danes je poznanih še mnogo drugih 
oblik regulirane nekroze, med katere spadajo tudi sekundarna nekroza, piroptoza, 
feroptoza, avtoza, partanatos, netoza, ciklofilin odvisna nekroza in mnoge druge [2, 3]. V 
nadaljevanju je opisanih nekaj izmed naštetih. 
2.1. Sekundarna nekroza 
Sekundarna nekroza se pojavi, ko fagociti ne uspejo odstraniti celic, ki so v procesu 
apoptoze. Sproži jo cepitev tumor supresorskega proteina DFNA5 (ang. deafness-
associated tumor supressor), ki jo katalizira kaspaza 3. Pri tem nastane fragment DFNA5-
N, ki se vgradi v membrano in povzroči nabrekanje ter lizo celice [4].  
Posledica sekundarne nekroze je sprostitev številnih molekul DAMP (ang. danger 
associated molecular patterns), ki izvirajo iz različnih celičnih kompartmentov: citosola, 
mitohondrijev, jedra, plazmaleme in endoplazemskega retikuluma. Celična vsebina 
sekundarne nekrotične celice se v procesu apoptoze precej modificira, zato se sproščene 
molekule razlikujejo od tistih pri klasični nekrozi. Molekule DAMP (npr. mitohondrijska 
DNA, proteini toplotnega šoka, histoni…) lahko aktivirajo celice naravne imunosti preko 




Še ena oblika regulirane nekroze je piroptoza, ki jo aktivirajo inflamatorne kaspaze 
(kaspazi 1 in 11 pri miših ter 4 in 5 pri človeku). Omenjene kaspaze proteolitično cepijo 
protein gasdermin D, imenovan tudi GSDMD, pri čemer nastane N-končni fragment, ki 
se vgradi v plazmalemo in vpliva na nastanek por v membranskem dvosloju [6]. Vse 
inflamatorne kaspaze z izjemo kaspaze 12 se aktivirajo na proteinskem kompleksu 
(inflamasomu), ki ga običajno sestavljajo receptorji NLR (ang. NOD-like receptor) in 
inflamatorne kaspaze v prisotnosti ali  odsotnosti adapterskega proteina ASC [7].  
Kaspaza 1 ima pomembno vlogo tudi pri aktivaciji provnetnih prekurzorskih citokinov 
pro-IL-1β in pro-IL-18, ki se po naluknjanju citoplazme sprostijo v okolico.  IL-1β 
omogoča aktivacijo imunskega odziva, spodbuja širjenje žil in ekstravazacijo fagocitov, 
medtem ko IL-18 vpliva na tvorbo INF-γ (ang. interferon gamma), stimulira 
diferenciacijo v podtip TH2 limfocitov in spodbuja nastanek lokalnega vnetja [7]. 
Obstajata dve signalni poti piroptoze – od kaspaze 1 odvisna in od kaspaze 1 neodvisna 
signalna pot. V obeh primerih se po naluknjanju membrane v okolico sprostita citokina 
IL-1β in IL-18. Od kaspaze 1 odvisna piroptoza se sproži z interakcijo ligandov PAMP 
(ang. pathogen-associated molecular patterns) ali DAMP in receptorjev inflamasoma, kar 
povzroči vezavo ter aktivacijo prokaspaz 1. Pri od kaspaze 1 neodvisni piroptozi pa 
kaspaze 4, 5 in 11 preko domene CARD prepoznajo lipopolisaharide gramnegativnih 
bakterij v citoplazmi gostitelja. To omogoči direktno cepitev GSDMD, pri čemer se 
N-končni fragment vgradi v membrano, hkrati pa povzroči tudi aktivacijo inflamasoma, 
ki vključuje receptor NLR 3. Preko inflamasoma pride do aktivacije kaspaze 1 in cepitve 
procitokinov IL-1β in IL-18, ki se sprostijo iz celice (slika 1) [7].  
 




Feroptoza je oblika celične smrti, ki je odvisna od prisotnosti železa in za katero je 
značilna akumulacija lipidnih reaktivnih kisikovih zvrsti. Morfološko se precej razlikuje 
od tipične nekroze in apoptoze, saj pri feroptozi v nasprotju z omenjenima procesoma 
prihaja v celici do skrčenja mitohondrijev, povečanja membranske gostote, značilna je 
odsotnost mitohondrijskih krist, pojavi pa se tudi pomanjkanje znotrajceličnega 
glutationa (GSH) in zmanjšanje aktivnosti glutation peroksidaze 4 (GPX4). Slednja 
posledično ne more reducirati lipidnih peroksidov, hkrati pa ob pomoči železovega iona 
Fe2+ prihaja tudi do oksidacije lipidov, kar vodi v akumulacijo reaktivnih kisikovih zvrsti 
(ROS) [8]. 
Odkrili so povezavo med feroptozo in številnimi boleznimi, pri katerih ima ta oblika 
celične smrti pomembno regulatorno vlogo. Do inhibicije signalne poti lahko pride ob 
dodatku kelatorja železa, z lipofilnimi antioksidanti, inhibitorji lipidne peroksidacije in z 
zagotavljanjem nizke koncentracije polinenasičenih maščobnih kislin [8, 9]. 
2.4. Avtoza 
Avtoza lahko poteče ob povečanem pojavljanju celične avtofagije, sam proces pa je 
reguliran preko Na+/K+-ATPazne črpalke. Morfološko se kaže v spremembah jedrne 
membrane, saj pride do ločitve notranje in zunanje jedrne ovojnice, značilna pa je tudi 
rahla kondenzacija kromatina, razširitev in fragmentacija endoplazemskega retikuluma, 
v pozni fazi pa tudi njegova odsotnost. Ta oblika celične smrti se v naravi pojavlja v 
nevronih ob hipoksiji in ishemiji [10]. 
2.5. Partanatos 
Partanatos (ang. parthanatos) je oblika celične smrti, do katere pride ob povišani aktivaciji 
encima PARP-1 (ang. poly (ADP-ribose) synthetase 1). Slednji ima pomembno funkcijo 
pri ohranjanju celične homeostaze in genomske stabilnosti, saj je vključen v DNA-
popravljalni mehanizem. PARP-1 lahko zazna zareze in prelome v molekuli DNA in v 
odziv nanje tvori polimer PAR (ang. poly (ADP-ribose)). V primeru hudih poškodb na 
DNA, se aktivnost PARP-1 močno poveča, kar povzroči tvorbo dolgoverižnih razvejanih 
polimerov PAR. Ti se premaknejo v citosol, od koder sprožijo aktivacijo signalne poti, ki 
vodi v translokacijo mitohondrijskega proteina AIF iz mitohondrija v jedro. Sledi obsežna 
fragmentacija DNA, pri čemer nastanejo fragmenti velikosti približno 50 kb, in 
kondenzacija kromatina, kar vodi v celično smrt [11].  
2.6. Netoza 
Nevtrofilci so najbolj pogosti levkociti v človeškem telesu in imajo zelo kratko 
življenjsko dobo. Netoza je oblika celične smrti, ki je značilna samo za nevtrofilce. 
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Trenutno poznamo dve obliki netoze, pri čemer je prva odvisna od NADPH oksidaze 2 
(NOX2), druga pa je od NOX2 neodvisna [12]. Z izrazom NET (ang. neutrophil 
extracellular traps) označujemo omrežja zunajceličnih vlaken, ki so sestavljena pretežno 
iz kromatina nevtrofilcev in protimikrobnih proteinov. Na to omrežje se vežejo 
mikroorganizmi, ki jih lahko nevtrofilci imobilizirajo in ubijejo. Do sproščanja NET pride 
pri nevtrofilcih, ki so vstopili v proces netoze [13, 14].  
Od NOX2 odvisno netozo lahko sprožimo z dodatkom spojine PMA (ang. phorbol 12-
myristate 13-acetate), poteče pa tudi ob prisotnosti lipopolisaharidov in kot odziv na 
številne bakterije. V samem procesu NOX2 katalizira tvorbo ROS, pride do aktivacije 
protein kinaz, kar vodi v transkripcijo in sprostitev NET [12]. 
Aktivacija od NOX2 neodvisne netoze poteče ob prisotnosti kalcijevih ionoforjev, 
določenih kristalov in mikrobov ter kot posledica UV svetlobe. V procesu pride do 
povečane prisotnosti molekul ROS, aktivira se MAP kinaza p53, sledita transkripcija in 
sproščanja NET [12]. 
Za to obliko celične smrti je značilen razpad tako jedrne ovojnice kot tudi membrane 
granul, medtem ko ostane plazmalema nepoškodovana. To omogoči, da se vsebina 
protimikrobnih granul pomeša z jedrnim kromatinom, ki se  dekondenzira [14].  
2.7. Od ciklofilina D odvisna nekroza 
Ciklofilin D (CYPD) se nahaja v mitohondrijskem matriksu in spada v družino 
ciklosporin vezavnih proteinov. Ima peptidil-prolil cis-trans izomerazno aktivnost, kar 
pomeni, da katalizira izomerizacijo peptidne vezi iz trans v cis. V procesu nekroze 
sodeluje pri odprtju por MPTP (ang. mitochondrial permeability transition pore), ki naj 
bi bile sestavljene iz dimerov F0-F1 ATPaz in številnih drugih proteinov, ki z njimi 
asociirajo. CYPD deluje tako, da se ob oksidativnem stresu in prisotnosti kalcija veže na 
proteine, ki gradijo kompleks por MPTP ter z vezavo in s svojo katalitično aktivnostjo 
povzroči konformacijske spremembe, ki vodijo v odprtje por [15]. 
Odprtje por MPTP vodi v uničenje membranskega potenciala in osmotično nabrekanje 
mitohondrijskega matriksa, zato v mitohondriju ne more več poteči sinteza ATP. Da bi 
prišlo do obnove membranskega potenciala, F0-F1 ATPaza katalizira reakcijo v obratni 
smeri in hidrolizira ATP, kar vodi v hiter padec znotrajcelične koncentracije ATP. To 
vpliva na delovanje Na+/K+ ATPaze, pride do spremembe ionskega potenciala preko 




Slika 2: Potek od ciklofilina D odvisne nekroze. 
3. Nekroptotični proteini 
V biokemijski signalni poti, ki vodi v nekroptozo, imajo pomembno vlogo proteini RIPK1 
in 3 (ang. receptor-interacting protein kinase) ter MLKL.  
3.1. Kinazi RIPK1 in RIPK3 
RIPK1 in RIPK3 spadata v družino serinskih in treoninskih  kinaz z ohranjeno kinazno 
domeno, ki se pri obeh encimih nahaja na N-koncu aminokislinskega zaporedja. V 
nekroptotični signalni poti je ta domena ključna pri avtofosforilaciji RIPK1 in 3 ter pri 
fosforilaciji proteina MLKL, pomembna pa je tudi interakcija med kinazno domeno 
RIPK3 in psevdokinazno domeno proteina MLKL [16, 17].  
Na C-končnem delu aminokislinskega zaporedja obeh kinaz je prisoten motiv RHIM 
(ang. RIP homotypic interaction motif), ki ga tvori približno 16 aminokislinskih ostankov 
in preko katerega lahko kinazi interagirata med sabo in z drugimi proteini. Znotraj RHIM 
se nahajata tetrapeptidna motiva IQIG (RIPK1) in VQVG (RIPK3), ki tvorita β-verigo in 
pri povezovanju obeh kinaz interagirata tako, da nastane amiloidna paralelna β-plošča  
[16, 17]. 
RIPK1 za razliko od RIPK3 vključuje še domeno smrti, ki se lahko homotipično poveže 
z receptorjem smrti, kar omogoča prenos signala [16].  
Za obe kinazi je značilna prisotnost več aminokislinskih ostankov, ki so tarča 
fosforilacije, acetilacije in tudi ubikvitinacije. Do inaktivacije kinazne aktivnosti lahko 
pride po delovanju kaspaze 8, ki proteina cepi ob kinazni domeni tik ob aminokislinskima 




Slika 3: Razporeditev domen in cepitvenih mest proteinov RIPK1, RIPK3 in MLKL. 
3.2. Protein MLKL 
MLKL je zgrajen iz dveh domen – N-končne helikalne domene 4HB (ang. Four-Helix 
Bundle) in C-končne psevdokinazne domene, ki ju povezuje povezovalna regija (ang. 
brace region), sestavljena iz dveh α-vijačnic (slika 3 in 4). Psevdokinazna domena je 
topološko sorodna kinazni domeni, a ni katalitično aktivna, temveč ima povezovalno 
funkcijo, saj preko nje poteka interakcija z drugimi proteini (npr. RIPK3). Domena 4HB 
se lahko veže na fosfatidilinozitol fosfat (PIP) in je odgovorna za vgraditev MLKL v 
membrano, s čimer poveča njeno prepustnost [16, 18]. V človeških celičnih linijah so 
odkrili dve izoobliki proteina MLKL, ki nastaneta z alternativnim izrezovanjem. 
Izooblika 1 je daljša, sestavljena iz 471 aminokislinskih ostankov. Od krajše izooblike 2, 
ki je dolga le iz 263 aminokisilnskih ostankov, se razlikuje po prisotnosti eksonov 4–8, 
obe izoobliki pa imata enak C- in N-končni del [19].  
 
Slika 4: Struktura mišjega proteina MLKL (PDB: 4BTF). Z modro barvo je označena C-končna 
psevdokinazna domena, z zeleno povezovalna regija, z vijolično pa N-končna domena 4HB. Psevdokinazna 
domena je sestavljena iz N-končnega režnja (svetlo modra), C-končnega režnja (temno modra), in 
aktivacijske zanke (oranžna), ki povezuje oba režnja.  
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3.2.1. Struktura psevdokinazne domene in svežnja štirih vijačnic 
Psevdokinazna domena mišjega MLKL obsega ostanke 171–464 in se od klasične 
kinazne domene razlikuje v nekaterih ključnih, sicer ohranjenih motivih, ki so nujni za 
katalično aktivnost, torej prenos fosforilne skupine: 
− Protein kinaze vključujejo motiv VAIK z ohranjenim Lys ostankom, ki omogoča 
interakcijo encima z α in β fosfatom molekule ATP in jo tako pravilno orientira. 
V proteinu MLKL je to zaporedje ohranjeno, vendar je geometrijska razporeditev 
Lys nenavadna. 
− Znotraj katalitične zanke protein kinaz je prisotno zaporedje HRD, v katerem ima 
Asp pomembno vlogo pri orientaciji hidroksilne skupine proteinskega substrata. 
V MLKL je Asp znotraj motiva HRD zamenjan z Asn. 
− Za katalitično aktivnost protein kinaz je znotraj motiva DFG pomemben ostanek 
Asp, ki veže Mg2+ ion in tako omogoča koordinacijo β in γ fosfata molekule ATP. 
V MLKL je Asp motiva DFG, ki se nahaja v aktivacijski zanki, nadomeščen z 
Gly.  
Psevdokinazna domena je zgrajena iz N- in C-končnega režnja. N-končni reženj vključuje 
pet antiparalelnih β-verig in vijačnico αC, ki pri klasičnih kinaznih domenah veže 
molekulo ATP, medtem ko je večji C-končni reženj sestavljen iz več α-vijačnic in 
omogoča vezavo proteinskega substrata. Oba režnja povezuje aktivacijska zanka, ki ima 
pri mišjem MLKL netipično strukturo α-vijačnice in nadomešča vlogo heliksa αC (slika 
4). Kljub temu da se lahko na mišji MLKL veže ATP, kataliza prenosa fosforilne skupine 
zaradi odsotnosti ključnih aminokislinskih ostankov v motivih HRD in DFG ne poteče 
[20, 21].  
Podobno kot to velja za mišji MLKL, lahko tudi človeška oblika proteina veže ATP, oba 
ortologa pa se med sabo precej razlikujeta v psevdoaktivnem mestu in osrednjih 
katalitičnih motivih. Tako na primer katalitična zanka pri človeškem MLKL namesto 
motiva HRD (pri protein kinazah) oziroma HRN (pri mišjem MLKL) vključuje zaporedje 
HGK z Lys ostankom, ki omogoča vezavo nukleotida. Poleg tega je ohranjen Gly v 
kinaznem motivu DFG zamenjan z Glu. Za razliko od mišjega MLKL aktivacijska zanka 
človeškega MLKL nima netipične helikalne strukture, ampak je nestrukturirana [22]. 
N-končna domena je zgrajena iz štirih α-vijačnic (H1, H2, H3 in H5), ki tvorijo 
amfipatični sveženj s hidrofobno notranjostjo in nabitimi oziroma hidrofilnimi 
aminokislinskimi ostanki na površini. Za vgraditev v membranski dvosloj je pomembna 
površina med vijačnico H2 in H5, ki se lahko odpre in omogoči izpostavitev hidrofobne 
notranjosti. Topno monomerno strukturo MLKL stabilizira heliks povezovalne regije H6, 
ki se veže v režo med H2 in H5, dodatno kompaktnost te strukture pa omogoča še 
interakcija H6 s H4. To pomeni, da H6 deluje kot čep, ki prepreči vgraditev MLKL v 
celično membrano [23]. 
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3.2.2. Oligomerizacija proteina MLKL 
Ob fosforilaciji aminokislinskih ostankov Thr357 in Ser358 znotraj psevdokinazne 
domene človeškega MLKL pride do aktivacije proteina, posledične tetramerizacije in 
vgraditve v membranski dvosloj. Psevdokinazna domena deluje kot molekulsko stikalo, 
ki se po fosforilaciji aktivacijske zanke konformacijsko spremeni in povzroči sprostitev 
inhibitornih interakcij N-končne domene 4HB [24]. Za razliko od človeškega MLKL 
pride do fosforilacije mišjega proteina na mestih Ser345, Ser347 in Thr349, kar vodi v 
nastanek proteinskih trimerov [25]. 
V odsotnosti nekroptotočnega signala je MLKL prisoten v citosolu v monomerni obliki. 
Pod običajnimi pogoji MLKL interagira s citosolno oksidoreduktazo Trx1, ki ohranja 
protein v reducirani neaktivni obliki. Ob aktivaciji nekroptotične signalne poti pa MLKL 
oddisociira in skupaj z RIPK1 in RIPK3 oblikuje velike polimere, imenovane nekrosom. 
Znotraj nekrosoma RIPK3 katalizira fosforilacijo MLKL, konformacijske spremembe, ki 
se pri tem sprožijo, pa omogočijo tvorbo intermolekularnih disulfidnih vezi med proteini 
MLKL [26]. Nastali tetrameri se translocirajo v celično membrano, kjer nadalje 
polimerizirajo in tvorijo amiloidna vlakna [18]. 
Tako v človeških kot v mišjih celicah je za uspešno aktivacijo MLKL, ki vodi v 
oligomerizacijo proteina, potreben nastanek nekrosoma. Sam proces fosforilacije pa se 
pri miših in ljudeh nekoliko razlikuje, saj je pri človeku nekroptotična aktivnost MLKL 
striktno regulirana. Da pride do fosforilacije MLKL, mora ta tvoriti stabilno in močno 
povezavo z nekrosomskim kompleksom, medtem ko lahko pri miših že bežna, prehodna 
interakcija MLKL z RIPK3 sproži fosforilacijo in posledično oligomerizacijo [17].  
3.2.3. Vezava MLKL na membrano 
Fosforiliran MLKL se lahko preko svežnja štirih vijačnic veže na fosfolipide, s čimer se 
približa plazmalemi in drugim znotrajceličnim membranam. Vijačnici H1 in H2 domene 
4HB vključujejo devet pozitivno nabitih aminokislinskih ostankov, ki so odgovorni za 
interakcijo proteina s polarnimi glavami PIP. V prvi stopnji se vzpostavi šibka povezava 
med H1 in plazmalemo, v nadaljevanju pa se z visoko afiniteto na fosfatidilinozitol vežejo 
še bazični ostanki heliksa H2, ki se izpostavijo po izpodrivu čepa – heliksa H6 [27]. 
3.2.4. Od nekroptoze neodvisna vloga MLKL 
Protein MLKL ima v celici tudi funkcijo, ki je neodvisna od nekroptoze in celične smrti. 
Znano je, da lahko interagira z endosomi, pomemben je pri endosomalnem transportu in 
tvorbi intraluminalnih (ILV) in zunajceličnih veziklov (EV). ILV se pojavljajo znotraj 
multivezikularnega telesca in nastanejo z brstenjem membrane v lumen endosoma, ki se 
v nadaljevanju zlije z lizosomom ali celično membrana. EV pa delimo v dva razreda: 
1. eksosome, ki nastanejo iz ILV po fuziji endosoma s plazmalemo 
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2. vezikle, ki se odcepljajo direktno iz plazmaleme (mikrovezikli, ektosomi) [28].  
MLKL v celici v manjši meri konstitutivno opravlja zgoraj opisane funkcije, pri čemer je 
v tem primeru njegovo delovanje neodvisno od kinaze RIPK3. Ob fosforilaciji MLKL, ki 
jo katalizira RIPK3, pa pride do povišane asociacije z endosomi, pospešenega 
endosomalnega transporta in tvorbe zunajceličnih veziklov, v katere je vgrajen tudi 
fosforilirani MLKL. Poskusi so pokazali, da MLKL interagira s proteini kompleksa 
ESCRT (ang. endosomal sorting complexes required for transport) in flotilini ter se 
skupaj z njimi tudi izloča iz celice. Kompleks ESCRT ima ključno vlogo pri uvihavanju 
in preoblikovanju membrane, proteini kompleksa pa so pomembni tudi pri 
endosomalnem transportu ter prenosu proteinov v notranjost eksosomov. Flotilini pa 
predstavljajo membranske proteine, ki v plazmalemi tvorijo mikrodomene in so vključeni 
v množico različnih procesov, med drugim tudi endocitozo [28, 29, 30].  
Iz poskusov na mutantah MLKL so odkrili, da so od nekroptoze neodvisne funkcije 
proteina prav tako povezane z vezavo N-končne domene na negativno nabite lipide, v 
manjši meri pa je za interakcijo z lipidi potrebna tudi C-končna regija [28]. 
4. Signalna pot nekroptoze 
Nekroptoza je oblika programirane celične smrti, ki je po morfoloških značilnostih 
sorodna nekrozi. V procesu pride namreč do povečanja celičnega volumna, nabrekanja 
organelov in uničenja plazmaleme, kar vodi v sprostitev celične vsebine in posledično do 
imunskega odziva [6, 18]. Nekroptoza nastopi kot posledica odziva na različne celične 
signale v primeru, ko so kaspaze inhibirane oziroma nezmožne aktivacije: 
− vezava liganda TNF (ang. ang. Tumor Necrosis Factor), FAS ali TRAIL (ang. 
TNF-related apoptosis-inducing ligand) na receptor smrti 
− stimulacija receptorjev TLR  
− aktivacija receptorja DAI (ang. DNA-dependent activator of interferon regulatory 
factors) in kinaze PKR (ang. RNA-responsive protein kinase) preko interferonov 
[16, 18].  
4.1. Poti aktivacije nekroptoze 
4.1.1. Vezava liganda na receptor smrti 
Ob vezavi liganda TNF pride do konformacijskih sprememb receptorja smrti TNFR1, kar 
povzroči tvorbo receptorskega trimera. Na receptor se v nadaljevanju veže adapterski 
protein, s katerim asociira kinaza RIPK1. Glede na razmere v celici, lahko pride do enega 
izmed naslednjih pojavov: 
- RIPK1 odvisne apoptoze 
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- RIPK1 neodvisne apoptoze ali  
- nekroptoze. 
V večini celičnih tipov pride ob aktivaciji receptorja TNFR1 do tvorbe signalnega 
kompleksa I, ki ga poleg receptorja smrti sestavljajo tudi proteini TRADD (ang. Tumor 
necrosis factor receptor type 1-associated death domain protein), RIPK1, E3 ubikvitin 
ligazi cIAP1 in cIAP2 ter kompleks LUBAC (ang. linear ubiquitin chain assembly 
complex). Proteina cIAP1 in 2 se na kompleks vežeta preko adapterskega proteina 
TRAF2 (ang. TNF receptor-associated factor) [16]. V prvem koraku se s trimernim 
receptorjem preko domene smrti poveže adaptorski protein TRADD, ki lahko preko 
TRAF-vezavne domene interagira s proteini TRAF. TRADD lahko tvori preživetveni 
kompleks (kompleks I), tako da se poveže z RIPK1 in proteinom TRAF2, ali 
proapoptotični signalni kompleks, ki nastane ob vezavi proteina FADD (ang. Fas-
associated protein with death domain). Čeprav se lahko kinaza RIPK1 preko domene 
smrti direktno veže na receptor TNFR1, z receptorskim kompleksom učinkoviteje 
interagira preko proteina TRADD [31]. Tvorba kompleksa I omogoča, da cIAP1/cIAP2 
in LUBAC ubikvitinirajo RIPK1, hkrati pa poteče tudi ubikvitinacija proteina NEMO 
(ang. NF-κB essential modifier), ki jo katalizira LUBAC. Ti dogodki povzročijo 
aktivacijo transkripcijskega faktorja NF-κB, ki sproži prepisovanje številnih citokinov in 
protiapoptotičnih proteinov (slika 5) [16, 32]. 
Če pride do ubikvitinacije RIPK1 zaradi delovanja cIAP1/2 in LUBAC, je onemogočena 
vezava kaspaze 8 na RIPK1 in posledično ne more poteči proteolitična cepitev. V primeru 
nizke znotrajcelične koncentracije inhibitorja kaspaze 8 c-FLIP ali inhibicije proteinov 
IAP ali deubikvitinacije RIPK1, ki jo katalizira deubikvitinaza CYLD, pa nastane 
kompleks IIa. Takrat protein FADD interagira z RIPK1 preko homotipične domene smrti, 
na FADD pa se nato veže kaspaza 8, ki sproži apoptozo. Če so razmere v celici normalne, 
kaspaza 8 proteolitično cepi RIPK1 in RIPK3, kar prepreči nadaljnji potek nekroptotične 




Slika 5: Signalna kompleksa I in IIa. 
Do apoptoze lahko pride tudi preko signalne poti, ki je neodvisna od RIPK1 in poteče v 
odsotnosti oziroma blokiranem izražanju inhibitorja kaspaze 8 c-FLIP, kar lahko 
dosežemo z inhibicijo sinteze proteinov ob dodatku cikloheksamida. Kaspaza 8, ki se 
aktivira po vezavi TNF na receptor smrti, cepi RIPK1 na C-koncu kinazne domene, kar 
omogoči potek signalne poti apoptoze in ne nekroptoze [32, 33]. 
V primeru neaktivnosti oziroma inhibiranosti celičnih kaspaz ali odsotnosti proteina 
FADD, kinaza TAK1 fosforilira Ser231 intermediarne domene RIPK1, kar vodi v 
nastanek nekrosoma oziroma kompleksa IIb [16, 18]. Funkcija kinaze RIPK1 je poleg 
fosforilacije regulirana tudi preko ubikvitinacije, in sicer lahko pride do vezave enega ali 
cele verige ubikvitinskih molekul [6]. PELI1 (ang. Pellino 1) je E3 ubikvitin ligaza, ki na 
aminokislinski ostanek K115 kinaze RIPK1 veže ubikvitin  preko K63, omenjena 
ubikvitinacija je nujna za nastanek kompleksa IIb. RIPK1 preko RHIM motiva 
intermediarne domene interagira z RHIM motivom na C-koncu RIPK3, kar predstavlja 
ogrodje nekrosoma. Do aktivacije RIPK3 pride s fosforilacijo, ki jo poleg RIPK1 
katalizirajo tudi druge kinaze. Za interakcijo med RIPK3 in MLKL je nujna tudi 
avtofosforilacija človeškega RIPK3 na mestu S227 oziroma mišjega RIPK3 na mestih 
S232 in T231. RIPK3 v nadaljevanju katalizira fosforilacijo proteina MLKL, kar povzroči 
konformacijske spremembe proteina in prehod v aktivno obliko. Nastanejo amiloidom 




4.1.2. Aktivacija preko receptorja TLR 
TLR je družina receptorjev naravnega imunskega odziva, ki prepoznajo različne 
ohranjene molekulske mikrobne strukture. TLR4 je prisoten na celični površini in 
prepozna bakterijske lipopolisaharide, medtem ko je TLR3 lociran v celični notranjosti 
na membrani endosoma, kjer veže virusno dvoverižno RNA (dsRNA) ter tudi male 
interferenčne RNA [34]. Ob vezavi ustreznega liganda na receptor TLR3 ali TLR4, ta 
interagirata z adaptorskim proteinom TRIF (ang. Toll/IL-1 receptor domain-containing 
adaptor inducing interferon-β), na TLR3 pa se lahko veže tudi protein MyD88 (ang. 
myeloid differentiation primary response 88) [35]. TRIF in MyD88 vključujeta motiv 
RHIM preko katerega asociirata z RIPK3, kar povzroči vezavo in fosforilacijo proteina 
MLKL ter posledično nekroptozo (slika 6) [36]. Vloga RIPK1 v tem procesu ni natančno 
poznana, saj so v številnih raziskavah dokazali, da inhibicija RIPK1 ne ovira poteka 
nekroptoze, stimulirane preko receptorja TLR3. Prav tako TRIF nima kinazne aktivnosti, 
kar pomeni, da obstaja drugačen mehanizem aktivacije kinaze RIPK3. Prek TLR 
inducirana nekroptoza poteče le v primeru neaktivnosti oziroma inhibiranosti kaspaz, saj 
je TRIF eden izmed substratov kaspaze 8 [1].  
4.1.3. Stimulacija nekroptoze z interferoni 
DAI (ang. Z-DNA-binding protein 1) je citosolični DNA senzor, ki se konstitutivno izraža 
v številnih celicah, do povečanje ekspresije pa pride tudi kot odziv na prisotnost 
interferonov. DAI vsebuje tako DNA-vezavne domene kot tudi tri ponovitve motiva 
RHIM, pri čemer eno izmed teh zaporedij (RHIM-A) omogoča interakcijo z RIPK1 in/ali 
RIPK3. Ko se na receptor DAI veže DNA in se vzpostavi povezava med homotipičnima 
domenama RHIM proteinov DAI in RIPK3, pride do aktivacije nekroptotične signalne 
poti (slika 6) [37]. 
Interferoni lahko sprožijo nekroptozo tudi v primeru inhibiranosti kaspaz ali proteina 
FADD tako, da aktivirajo prepisovanje kinaze PKR (ang. RNA-responsive protein 
kinase), ki se lahko poveže z RIPK1, ta pa v nadaljevanju tvori kompleks s kinazo RIPK3 
(nekrosom). Na podlagi poskusov predpostavljajo, da je kinaza PKR konstantno prisotna 
v citoplazmi v neaktivni obliki, interferoni pa povzročijo prepisovanje mRNA, ki aktivira 




Slika 6: Tri signalne poti, ki vodijo v aktivacijo nekroptoze: preko receptorja TNFR1, TLR ali interferonov.  
4.2. Posledice nekroptoze 
Protein MLKL, ki je ključen za sam potek nekroptoze, lahko deluje na dva načina. Pri 
vgradnji v celično membrano lahko predstavlja osrednji kompleks, ki veže Ca2+ ionske 
kanalčke, ali pa omogoča  tvorbo por v lipidnem dvosloju preko interakcije s fosfatidil 
inozitol fosfatom. V obeh primerih pride do povečane koncentracije citosolnega Ca2+, 
nastanka ROS, zakisanja notranjosti celice, pomanjkanja ATP, v končni stopnji pa do 
uničenja plazmaleme in sprostitve celične vsebine v okolico [1, 39].  
Ob nekroptozi se v okolico sprostijo številne molekule DAMP, pri čemer se sproži 
naravni in pridobljeni imunski odziv [1]. RIPK kinaze, ki se postanejo med nekroptozo 
katalitično aktivne, vplivajo na aktivacijo transkripcijskega faktorja NF-κB in tako preko 
sinteze citokinov in kemokinov sodelujejo pri dodatni stimulaciji imunskega odziva. 
Celice, ki vstopijo v nekroptotično signalno pot, lahko izločajo citokine tudi po uničenju 
plazmaleme. Za njihovo sintezo je namreč ključna sposobnost translacije molekule 
mRNA, ki se lahko po uničenju celične membrane zaradi ohranjenosti omrežja 
endoplazemskega retikuluma nadaljuje. Odkrili so, da ostanki celic po nekroptozi 
vsebujejo nizke koncentracije ATP tudi 12 ur po lizi, kar predstavlja dovolj energije za 
proces sinteze proteinov [40]. 
Nedavne raziskave so pokazale, da pride ob aktivaciji proteina MLKL najprej do hitrega 
vdora Ca2+ v celico, v nadaljevanju pa do premeščanja lipidov plazmaleme, pri čemer se 
na površini celice izpostavi fosfatidilserin. Sledi nastanek majhnih mehurčkov 
poškodovane plazmaleme, ki se odcepljajo s celične površine, pri čemer se pospešeno 
odcepljajo tisti deli membrane, ki imajo izpostavljen fosfatidilserin. Tvorbo mehurčkov 
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omogoča kompleks ESCRT-III, kar povzroči zakasnitev celične smrti in celici omogoča 
sproščanje signalov (citokinov, kemokinov), ki vplivajo na okoliške celice. Celice, v 
katerih je že potekla signalna pot nekroptoze in pride do aktivacije proteina MLKL, lahko 
preživijo, če pride do manjše poškodbe plazmaleme, ki se ob delovanju kompleksa 
ESCRT-III odcepi iz površine v obliki mehurčkov. Kljub delovanju kompleksa ESCRT-
III večina celic, v katerih se aktivira signalna pot nekroptoze, umre [41].  
5. Nekrostatini 
Nekrostatini so družina kemijskih spojin, ki inhibirajo nekroptozo. Zaradi strukturne 
raznolikosti lahko delujejo na različne tarče v nekroptotični signalni poti [42].  
Prvi znan inhibitor nekroptotične signalne poti je bil nekrostatin-1. Odkrili so ga s 
pregledovanjem knjižnice okoli 15 000 kemijskih spojin ob prisotnosti kaspaznega 
inhibitorja. Spojina je bila sposobna inhibirati nekroptozo v različnih celičnih modelih, iz 
česar so sklepali, da je ta tip celične smrti uravnan preko nekega skupnega mehanizma. Z 
nadaljnjimi eksperimenti so dokazali, da nekrostatin-1 ne vpliva na potek apoptoze, 
ampak specifično prepreči le nekroptotično celično smrt [42, 43]. Nekrostatin-1 je 
alosterični inhibitor RIPK1, ki z vezavo v hidrofobni žep med N- in C-režnjem prepreči 
fosforilacijo, s čimer stabilizira kinazo v neaktivni konformaciji (slika 7). Ob vezavi 
interagira z ohranjenimi aminokislinskimi ostanki v aktivacijski zanki in drugimi 
bližnjimi strukturnimi elementi. Nekrostatin-1 je sposoben inhibirati samo kinazo RIPK1, 
ne pa tudi strukturnih homologov RIPK2 in 3 [1, 16, 41, 43, 44].  
 
Slika 7: RIPK1 z vezanim analogom nekrostatina-1 (PDB: 4ITH). Označena sta N- in C-reženj kinaze 
RIPK1, z rdečo barvo je prikazana aktivacijska zanka, analog nekrostatina-1 pa je moder.  
Tudi nekrostatin-3 in 5 preprečita nekroptozo z inhibicijo kinaze RIPK1, a se njun način 
delovanja razlikuje od mehanizma nekrostatina-1. Strukturno so si vsi trije inhibitorji med 
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seboj nesorodni [46]. Nekrostatini so postali pomembno orodje pri preučevanju vpliva 
nekroptotične celične smrti na posamezna bolezenska stanja [44]. 
6. Z nekroptozo in nekroptotičnimi proteini povezane bolezni 
Znano je, da je za patogenezo številnih bolezni odgovorna prav nekroptoza. Njen vpliv 
so preučevali tako pri ishemičnih poškodbah tkiv kot tudi pri nevrodegenerativnih 
boleznih (Huntingtonovi bolezni, multipli sklerozi, Alzheimerjevi in Parkisonovi 
bolezni) in raku [1, 46]. Nekroptoza se kaže tudi kot oblika naravnega imunskega odziva, 
saj preprečuje širjenje in omogoča odstranitev patogena pri okužbah in boleznih, ki jih 
povzročajo mikrobi. Poleg tega je bila odkrita tudi vloga nekroptoze pri avtoimunih in 
avtovnetnih obolenjih [48]. 
6.1. Okužba s patogenom 
Escherichia coli je sposobna izražati protein NleB1, ki lahko inhibira signalno pot 
apoptoze in nekroptoze tako, da sproži modifikacijo aminokislinskih ostankov v proteinih 
z domeno smrti, kot sta npr. FADD in RIPK1. Protein NleB1 namreč katalizira prenos N-
acetilglukozamina na Arg ostanek teh proteinov. Bakterije E. coli, ki ne nosijo gena za 
omenjeni protein, niso sposobne kolonizirati črevesja gostitelja. Celična smrt, ki jo 
okužba z bakterijo sproži, predstavlja zaščito gostiteljskega organizma pred patogeni, E. 
coli pa se je z inhibitorjem nekroptotične in apoptotične signalne poti na ta mehanizem 
zaščite prilagodila in je zato pri okužbi uspešnejša [1]. 
Nekroptoza predstavlja tudi obrambni mehanizem pred okužbo z virusi. V nekaterih 
primerih, npr. ob okužbi z virusom HIV, pride do sprožitve nekroptoze, s čimer virus 
povzroči celično smrt imunskih celic. Nekateri virusi (npr. mišji citomegalovirus) nosijo 
zapis za protein, ki vključuje RHIM-vezavni motiv, preko katerega lahko interagira s 
kinazama RIPK1 in RIPK3 ter tako prepreči nekroptotično celično smrt, ki jo bi sicer 
virusna okužba sprožila [1]. 
6.2. Akutno lokalno vnetje in sistemska okužba 
S študijami, ki so jih izvedli na modelih miši, so znanstveniki odkrili, da dodatek molekul 
PAMP in toksinov bakterij Staphylococcus aureus sprožili lokalne okužbe kože in 
sistemske okužbe (sepse), iz česar so zaključili, da imata proteina RIPK1 in MLKL 
pomembno funkcijo pri obrambi gostiteljskega organizme [3].  
Za lokalne infekcije je bilo značilno, da so v miših, ki so jim izbili protein MLKL in s 
tem onemogočili signalno pot nekroptoze, odkrili večje število bakterij v okuženih celicah 
in obsežnejše poškodbe tkiva. Podobne rezultate (večje število bakterij, hujše kožne lezije 
in večje število imunskih celic) so pridobili ob dodatku inhibitorja nekrostatina-1. Iz 
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rezultatov so sklepali, da ima nekroptoza pomembno vlogo pri odstranjevanju in 
preprečevanju širjenja patogena znotraj organizma [3].  
Ob sepsi pride v organizmu do vnetnega odgovora, imenovanega sindrom sistemske 
inflamatorne reakcije (SIRS), za katerega je značilna nizka telesna temperatura, povišan 
srčni utrip in povišana frekvenca dihanja ter sprememba v številu levkocitov v krvi [49]. 
Z modelom omenjenega sindroma, ki so ga povzročili z dodatkom TNF, so dokazali, da 
je ob odsotnosti MLKL organizem v veliki meri zaščiten pred SIRS. Od MLKL odvisna 
nekroptoza torej pripomore k pojavu hipotermije in povišane koncentracije kemokinov in 
citokinov v krvnem serumu [3]. 
6.3. Aseptično in avtoimuno vnetje 
Odkrita je bila tudi povezava med nekroptozo in kroničnim vnetjem ter avtoimunimi 
boleznimi, kot je npr. vnetna črevesna bolezen (IBD), pri kateri prihaja do kroničnega in 
aseptičnega vnetja črevesja. Nekroptoza povzroči sproščanje citokinov in spremembe v 
prepustnosti epitelijskih celic, kar vodi v poslabšanje črevesnega vnetja pri pacientih z 
IBD [3]. 
6.4. Nevrodegenerativne bolezni in nevronska vnetja 
Raziskave so pokazale, da nekroptoza ne igra pomembne vloge le pri 
nevrodegenerativnih boleznih, ampak je vključena tudi v druga nevrodegenerativna 
stanja, kot je npr. poškodba hrbtenjače. S poskusi so uspeli dokazati, da pride v astrocitah 
in celicah mikroglija ob poškodbi hrbtenjače do povišanega izražanja RIPK3 in 
fosforiliranega MLKL, napredovanje poškodb pa je mogoče zaščititi z dodatkom 
nekrostatina-1 [1]. 
Znano je, da obstaja povezava med mutacijami v genu za optinevrin in 
nevrodegenerativno boleznijo amiotrofično lateralno sklerozo (ALS). Proteini RIPK1, 
RIPK3 in MLKL so ob odsotnosti gena za optinevrin vključeni v pojav degeneracije 
aksonov, napak v mielinizaciji nevronov (dismielinizacija) in pojav vnetja v centralnem 
živčnem sistemu. Dokazali so tudi, da prihaja do pojava nekroptoze tudi pri (danes vedno 
bolj pogosti) Alzheimerjevi bolezni. Z inhibicijo nekroptoze so v mišjem modelu uspeli 
zmanjšati odmiranje nevronov, ki je posledica obolenja [3]. 
Ob okužbi z virusom japonskega encefalitisa (JEV) pride do odmiranja nevronov v 
procesu, v katerega je vključena tudi nekroptoza. Ob infekciji se v nevronih mišjega 
modela poveča izražanje proteina MLKL, z njegovo delecijo pa lahko zmanjšamo 
napredovanje okužbe in znižamo koncentracijo citokinov [3].  
Nekroptotični proteini imajo pomembno vlogo tudi pri okužbi z virusom Zahodnega Nila 
(ang. West Nile virus), ki povzroča encefalitis. Če so v mišjem modelu izbili gen za 
RIPK3 ali gena za MLKL in kaspazo 8, je v primerjavi z divjim tipom umrlo več osebkov. 
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V odsotnosti kinaze RIPK3 pride namreč do zmanjšanega izražanja kemokinov v 
nevronih, hkrati pa se zmanjša tudi T-celični imunski odziv in odziv mieloidne linije [3]. 
6.5. Ishemična obolenja 
Akutna okvara ledvic (AKI) predstavlja nenadno odpoved ledvic, ki se pojavi v zelo 
kratkem času, ponavadi v roku dveh dni ali manj in je velikokrat posledica ishemije. Za 
AKI je značilen pojav strukturnih poškodb kot tudi odpoved funkcije [50]. Dokazali so, 
da je koncentracija RIPK3 v plazmi povezana s stopnjo napredovanja AKI. Po 48 urah 
prisotnost kinaze v plazmi naraste za skoraj desetkrat, vendar v tem času z inhibicijo 
nekroptoze ne moremo preprečiti napredovanja bolezni, poškodbo ledvic zaradi 
nekroptoze pa lahko z dodatkom nekrostatina-1 ali odsotnostjo MLKL ali RIPK3 
preprečimo v treh do štirih dneh [3]. 
Ob ishemični poškodbi črevesja prihaja do apoptoze in nekroptoze epitelijskih črevesnih 
celic, pri čemer prevladuje nekroptotična signalna pot, ki poteka preko kinaz RIPK1 in 3. 
S poskusi na podganah so dokazali, da so črevesne poškodbe ob dodatku nekrostatina-1 
manjše [3]. 
6.6. Vloga nekroptotičnih proteinov pri tumorju 
Nekroptoza ima pri razvoju in napredovanju raka pomembno vlogo. Ena izmed 
značilnosti rakavih celic je njihova odpornost na pojav apoptoze, inducirane z raznimi 
protitumorskimi sredstvi. Nekroptoza pa omogoča sprožitev imunskega protitumorskega 
odziva in posledično odstranitev tumorskih celic. V različnih oblikah raka so 
nekroptotični proteini lahko povišano izraženi ali pa je njihova koncentracija znižana [3, 
47]. 
Pogosto se zgodi, da nepravilnosti v signalni poti nekroptoze vodijo k razvoju tumorjev. 
Primer je akutna mieloična levkemija (AML), pri kateri je blokirana hematopoetska 
diferenciacija in celična smrt. Pri pacientih z AML je izražanje kinaze RIPK3 občutno 
zmanjšano, zato je tudi raven celične smrti hematopoetskih celic nižja. Poleg tega, da 
nizek nivo RIPK3 vodi v napredovanje bolezni, je nizko izražanje tudi vzrok za sam pojav 
AML. To pomeni, da ima nekroptoza pomembno vlogo tako pri pojavu kot tudi pri 
napredovanju raka. Obstajajo pa tudi podtipi AML, pri katerih se pojavlja povišano 
izražanje RIPK3, kar pomeni, da je ekspresija RIPK1 in 3 indikator genske mutacije, ki 
vodi v pojav bolezni [3]. 
Za bolnike s pankreatičnim duktalnim adenokarcinom (PDA), najpogostejšo obliko 
malignega raka na trebušni slinavki, je značilno povišano izražanje RIPK1 in RIPK3, 
izražanje pa se še dodatno poviša pri zdravljenju s kemoterapevtikom. Pri in vitro poskusu 
je inhibicija nekrosoma spodbudila proliferacijo rakastih celic in pojav agresivnejše 
oblike fenotipa. Za to obliko raka je značilna tudi zmanjšana koncentracija proteina 
MLKL v plazmi [3, 48].  
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7. Detekcija proteinov v celici 
V signalni poti nekroptoze protein MLKL oligomerizira in se vgradi v celično membrano, 
kjer povzroči tvorbo por. Ta proces lahko v celičnih linijah preučujemo preko fuzije 
MLKL z različnimi oznakami, ki nam omogočajo opazovanje proteinov v živih celicah. 
Nekatere izmed možnih tehnik označevanja so predstavljene v nadaljevanju. 
7.1. Metode označevanja tarčnih proteinov 
Standardna metoda označevanja vključuje genetsko fuzijo fluorescenčne oznake s 
tarčnim proteinom. Znane so štiri najpogosteje uporabljene tehnike kovalentnega 
označevanja molekul in struktur znotraj celice:  
1. uporaba fluorescenčnih proteinov 
2. uporaba encimov, ki lahko pritrdijo fluoroforen ligand na enega od lastnih 
aminokislinskih ostankov 
3. uporaba encimov, ki lahko pritrdijo fluoroforen ligand na drug protein 
4. uporaba majhnih biarzenskih barvil, ki preidejo celično membrano in kovalentno 
reagirajo s kratkim aminokislinskim zaporedjem (FLAsH, ReAsH) [52]. 
7.1.1. Uporaba fluorescenčnih proteinov 
Za označevanje se najpogosteje uporabljajo fluorescenčni proteini, ki so strukturno 
sorodni zelenemu fluorescenčnemu proteinu (GFP) iz Aequorea victoria. Izbran 
fluorescenčen protein moramo v ustreznem bralnem okvirju fuzirati s tarčnim proteinom, 
kar omogoča, da se skupaj izražata v določenem tkivu, celici ali subceličnem 
kompartmentu. Množica različnih fluorescenčnih proteinov, ki so danes na razpolago, 
nudi raziskovalcem veliko možnosti pri izbiri eksitacijske in emisijske valovne dolžine, 
svetlosti, občutljivosti v pH in fotofizikalnih značilnosti fluorescenčnih oznak [52].  
Oznake se običajno pritrdi na N- ali C-konec proteinskega zaporedja, kar v veliki večini 
primerov ne vpliva na funkcijo tarčnega proteina. V nekaterih primerih se lahko zaporedje 
fluorescenčnega proteina vstavi tudi v notranjost aminokislinskega zaporedja tarče, 
vendar pri tem velikokrat pride do motenj v zvitju. Tako obliko fuzije je potrebno skrbno 
načrtovati in oznako vstaviti na mesto zank ali fleksibilnih domen [52]. 
Pri načrtovanju fuzije je pomembna tudi izbira ustreznega linkerja, ki povezuje obe 
zaporedji. Linkerji morajo biti zelo fleksibilni, kar običajno dosežemo z zaporedjem 
glicinov, ki so prekinjeni s serinskimi in treoninskimi ostanki. Glicini zagotavljajo 
konformacijsko fleksibilnost, hidrofilni ostanki pa omogočajo interakcijo s topilom preko 
tvorbe vodikovih vezi ter tako preprečijo stik linkerja s hidrofobnimi aminokislinami na 
površini tarčnega proteina, namenjenim povezovanju z interakcijskimi partnerji. Kljub 
teoretičnim osnovam pa ima večina klonirnih vektorjev taka multipla klonirna mesta, da 
dobimo po rekombinaciji tarčnega in fluorescenčnega proteina med njima naključno 
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zaporedje, ki lahko kodira tudi do 30 aminokislinskih ostankov. Teh ostankov običajno 
ne tvorijo samo Ser, Thr in Gly, zato lahko tak linker vpliva tudi na funkcijo fuziranih 
proteinov [52]. 
Ponavadi pritrditev fluorescenčnega proteina ne vpliva na strukturo, funkcijo in lokacijo 
tarčnega proteina, vendar to ne velja vedno. Problemi se pojavljajo predvsem, ko je 
izražanje proteinov povečano, zato moramo biti pri označevanju pozorni tudi na 
uporabljen ekspresijski sistem [52].  
7.1.2. Uporaba encimov, ki katalizirajo pritrditev fluorofornega liganda 
Slabost fluorescenčnih proteinov predstavljajo njihove fotofizikalne lastnosti, ki niso tako 
učinkovite kot lastnosti organskih barvil, saj ni konstantnosti v jakosti fluorescence, 
prihaja lahko do manjše svetlosti, poleg tega niso fotostabilni in imajo omejen nabor barv. 
Te pomanjkljivosti je mogoče odpraviti z uporabo fuzije tarčnega proteina z encimom, ki 
katalizira pritrditev fluorofornega liganda na lasten aminokislinski ostanek. Fuzirane 
encimske oznake so po velikosti podobne fluorescenčnim proteinom, za razliko od njih 
pa se fluorescenca lahko sprošča šele po dodatku organskega fluorofora. To omogoča 
izvedbo eksperimentov, pri katerih se fluoroforne ligande dodaja v časovnem zamiku 
[52]. 
Prvi uporabljen encim, ki je kataliziral kovalentno pritrditev liganda na encim, je bil 
človeški DNA-popravljalni encim O6-alkilgvanin-DNA alkiltransferaza (AGT), ki ga 
označujemo tudi s SNAP-tag. Protein omogoča pritrditev O6-alkilgvanina ali O6-
benzilgvanina na cisteinski ostanek tarčnega proteina. Pri označevanju tarčnega proteina 
se uporablja fluorescenčen analog O6-alkilgvanina, ki lahko prehaja membranski dvosloj. 
Dodamo ga celicam, v katerih se izraža tarčni protein, fuziran z AGT. Problematično je 
dejstvo, da lahko nativni AGT v sesalskih celicah reagira s fluorescenčnim ligandom, kar 
pa je mogoče preprečiti z uporabo celičnih linij, v katerih AGT endogeno ni prisoten [52]. 
V to skupino encimov spada tudi haloalkan dehalogenaza, ki je dobila oznako HaloTag. 
Podobno kot AGT tudi haloalkan dehalogenaza pritrdi fluoroforen ligand na specifičen 
aminokislinski ostanek. HaloTag fluorofori so razmeroma svetli in fotostabilni [52]. 
Obstaja še alternativna metoda za označevanje proteinov s fluorogenim ligandom. Na 
tarčni protein lahko fuziramo peptid, na katerega v nadaljevanju encim pritrdi 
fluorescenčno oznako. Primer je acil prenašalni protein (ACP), ki ga fuziramo s tarčnim 
proteinom, v nadaljevanju pa encim AcpS (ang. holo-(acyl-carrier-protein) synthase) na 
ACP kovalentno pritrdi derivat koencima A. Omenjen primer fluorogenega liganda ne 
more prehajati membranskega dvosloja, zato je njegova uporaba omejena na zunajcelične 
proteine [52]. 
Še en primer opisanega sistema predstavlja fluoroforna ligaza, pridobljena iz 
bakterijskega encima ligaza lipoične kisline (LplA). Ta mutirana oblika encima katalizira 
pritrditev fluorofornega liganda 7-hidroksikumarina (ang. 7-hydroxycoumarin) na 
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peptidno oznako LAP (ang. 13-aa LplA acceptor peptide), fuzirano s tarčnim proteinom. 
Za označitev znotrajcelične tarče, mora prihajati v celici do sočasnega izražanja obeh 
proteinskih komponent sistema – encima LplA in peptida LAP. Prednost opisanega 
sistema predstavlja možnost izražanja encima LplA znotraj določenega celičnega 
kompartmenta, kar omeji pritrditev fluorofora le na določeno skupino tarčnih proteinov z 
akceptorskim peptidom [52]. 
7.1.3. Organski fluorescenčni ligandi 
Za fluorescenčno označevanje tarčnih proteinov se lahko uporablja tudi tetracistein 
biarzenski sistem, pri katerem tarčni protein označimo s kratkim peptidnim zaporedjem 
Cys-Cys-X-X-Cys-Cys, kjer X predstavlja katerikoli od Cys različen aminokislinski 
ostanek različen od cisteina. To zaporedje, ki se v nativnih proteinih pojavlja zelo redko, 
lahko reagira z biarzenskim barvilom, ki pred potekom reakcije ne fluorescira. Poznamo 
dve standardni biarzenski barvili – zeleno in rdeče. Obe lahko prehajata skozi 
membranski dvosloj in reagirata s tiolnimi skupinami Cys ostankov, kar omogoči 
nastanek kovalentne vezi med arzenskim ligandom in tetracisteinskim motivom [52]. 
Velika prednost opisanega sistema je majhnost peptidne oznake, kar zmanjša možnost 
njenega vpliva na zvitje celotnega tarčnega proteina. Največji problem pa predstavlja 
celična toksičnost uporabljenih ligandov, vpliv oznake na funkcijo in lokacijo tarčnega 
proteina, pomembna pa je tudi stopnja fluorescenčnega označevanja ozadja. Do slednjega 
pride zaradi interakcije barvil s celično membrano, vezavo v razne hidrofobne žepe in 
druge celične strukture ter kot posledica reakcije z netarčnimi proteini, ki vsebujejo 
običajno veliko Cys ostankov (npr. razne protein kinaze, citoskeletni proteini in proteini 
z motivom cinkovih prstov). Vpliv ozadja lahko nekoliko zmanjšamo z dodatkom 
kemikalije BAL (ang. British anti-Lewsite), ki se veže na nezreagiran fluorogen ligand, 
uporabljajo pa se tudi sistemi, v katerih je izražanje tarčnega proteina povišano ali pa ta 
vsebuje več ponovitev tetracisteinskega motiva, kar poveča število vezanih molekul 
barvila [52]. 
8. Fluorescenčni proteini 
Najpogosteje uporabljena metoda za spremljanje bioloških procesov v živih sistemih je 
uporaba fluorescenčnih proteinov, s katerimi lahko označimo različne celične strukture, 
kot so organeli in biološke molekule (npr. proteini). Za spremljanje teh struktur je nujna 
molekularna specifičnost, ki jo dosežemo s fuzijo fluorescenčnega in tarčnega proteina, 
pri čemer moramo paziti na kompatibilnost fluorescenčnega proteina s celičnim okoljem. 
Ustrezna kompatibilnost vključuje netoksičnost uporabljenega fluorescenčnega proteina, 
minimalen vpliv fuzirane oznake na sistem, prav tako pa mora biti zagotovljen tudi 
zadosten kontrast med tarčnim objektom in ozadjem. Na učinkovitost fluorescenčnega 
označevanja pogosto vpliva celično okolje (npr. pH, redoks spojine, koncentracija kisika) 
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in eksperimentalni pogoji (npr. eksitacijska valovna dolžina, intenziteta, prisotnost 
nevezanega fluorescenčnega proteina) [53]. 
Prvi odkrit in uporabljen fluorescenčni protein je bil GFP iz meduze Aequorea victoria. 
V zadnjih letih pa so v morskih organizmih odkrili še veliko drugih GFP-ju podobnih 
proteinov, ki lahko emitirajo različne barve. Uporabljajo se tudi mutante GFP-ja, ki lahko 
oddajajo modro in rumeno fluorescenco [54]. Proteini, ki jih uvrščamo v družino GFP-ju 
sorodnih proteinov, so relativno majhni, kompaktni in kemijsko inertni. Veliki so okoli 
27 kDa in tvorijo β-sodček iz 11 β-verig, ki vsebuje v svoji notranjosti popačeno strukturo 
α-vijačnice, ki jo β-sodček ščiti pred vplivom topila. Vijačnica vključuje zaporedje treh 
aminokislinskih ostankov, ki preidejo spontano kemijsko reakcijo in tvorijo stabilen 
kromofor. Visok potencial uporabe imajo tisti fluorescenčni proteini, ki fluorescirajo 
oranžno ali rdečo svetlobo, saj je celična avtofluorescenca v tem delu vidnega spektra 
zelo nizka. Poleg tega lahko rdeča svetloba predre globje v debelejše biološke vzorce kot 
svetloba krajše valovne dolžine [52]. 
8.1. Zeleni fluorescenčni protein 
Zeleni fluorescenčni protein je 28 kDa velik protein, ki po vzbujanju z modro ali 
ultravijolično svetlobo emitira zeleno svetlobo. To sposobnost izkoriščamo za 
označevanje proteinov in različnih celičnih kompartmentov ter spremljanje aktivnosti 
specifičnih genov. Za pojav fluorescence ima ključno vlogo kromofor, ki ga tvorijo trije 
ohranjeni aminokislinski ostanki, podvrženi posttranslacijskim modifikacijam [53, 54].  
Terciarna struktura GFP je β-sodček, zgrajen iz enajstih β-verig. V njegovi notranjosti se 
nahaja nekoliko popačena struktura α-heliksa, ki vključuje kromogen tripeptid Ser65-
Tyr66-Gly67 (slika 8). Ta preide proces zorenja in avtokatalitičnih reakcij, pri čemer 




Slika 8: Struktura zelenega fluorescenčnega proteina (PDB: 1GFL). Z vijolično so obarvane β-verige, 
rumene so α-vijačnice, zanke pa so prikazane s sivo barvo. V notranjosti β-sodčka se nahaja tripeptidni 
kromofor, ki je označen z rdečo barvo.  
Za absorpcijo in emisijo so ključni tudi aminokislinski ostanki v neposredni bližini 
kromoforja, ki z njim interagirajo preko polarnih interakcij. Z naključno mutagenezo 
tripeptidnega kromoforja in aminokislinskih ostankov v okolici lahko spremenimo 
optične lastnosti proteina. Za naravne fluorescenčne proteine je značilna ohranjenost 
štirih aminokislinskih ostankov, in sicer Tyr in Gly v kromogenem tripeptidu ter Arg in 
Glu v okolici kromoforja. Gly predstavlja nukleofil, ki sproži proces ciklizacije, Arg in 
Glu pa katalitično sodelujeta pri zorenju kromoforja. V prvem koraku amidna skupina 
Gly67 nukleofilno napade karbonilno skupino Ser65, kar vodi v dehidracijo in nastanek 
imidazolinona. V nadaljevanju molekularni kisik reagira z α-β vezjo Tyr66, kar omogoči 
konjugacijo benzenskega obroča Tyr66 in imidazolinona [54, 55]. 
8.2. S flavinom povezani fluorescenčni proteini 
S flavinom povezani fluorescenčni proteini (FbFP) predstavljajo skupino fluorescenčnih 
označevalcev, ki imajo v primerjavi z GFP manjšo molekulsko maso in so od kisika 
neodvisni. Velikosti proteinov FbFP so med 110 in 140 aminokislinskimi ostanki, kar 
predstavlja v primerjavi z GFP veliko prednost, saj ti zaradi njihove velikosti (okoli 240 
aminokislinskih ostankov) in kompleksne zgradbe pogosto vplivajo na strukturo in 
funkcijo fuzijskih partnerjev. Ta sistem označevanja se uporablja pri proučevanju 
anaerobnih biosistemov, razviti pa so bili tudi proteini, stabilni v ekstremnejših pH in 
toplotnih okoljih, kar omogoča preučevanje klinično in industrijsko zahtevnih sistemov, 
pri katerih ne moremo uporabiti GFP-ja. Različne variante GFP-jev so namreč za tvorbo 
fluorescence nujno odvisne od kisika, zato ob nizkih koncentracijah kisika ne 
fluorescirajo oziroma je stopnja fluorescence zelo nizka [57]. 
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FbFP so bili pridobljeni iz bakterijskih in rastlinskih fotoobčutljivih flavoproteinov, 
natančneje iz družine fotoreceptorjev modre svetlobe LOV (ang. light, oxygen and 
voltage sensing proteins), ki asociirajo z flavin mononukleotidom (FMN) in ob vzbujanju 
fluorescirajo. Proteini LOV so vključeni v od svetlobe odvisno regulacijo celičnih 
funkcij, kot je odziv na stres, virulenco pri mikrobih in fototakso pri rastlinah in algah. 
Te receptorske molekule so  sestavljene iz efektorske domene in domene LOV. Ob 
osvetlitvi proteinov LOV z modro svetlobo pride do kompleksnega fotocikla, katerega 
posledica je vzpostavitev kovalentne povezave med FMN in Cys ostankom v notranjosti 
FMN vezavnega žepa. To vodi v konformacijske spremembe v domeni LOV, kar 
povzroči prenos signala na druge efektorske proteine, kot so kinaze in esteraze. Domene 
LOV, ki se jih uporablja za fluorescenčno označevanje tarčnih proteinov, so 
fotoobčutljive in tipično vežejo FMN, ki absorbira modro ali ultravijolično svetlobo [56, 
57]. 
Prvi poskusi ustvarjanja FbFP segajo v leto 2007, ko so v FMN vezavni žep proteina 
uvedli mutacijo Cys v Ala, kar je povzročilo spremembo v valovni dolžini emisijske 
svetlobe, medtem ko je eksitacijski maksimum ostal nespremenjen. Na tak način so 
oblikovali tri FbFP-je iz treh različnih organizmov: N-končna domena mutiranega YTVA 
proteina iz Bacillus subtilis, domena LOV2 iz fotoreceptorja modre svetlobe rastline 
Arabidopis thaliana in mutiran protein SB2 (ang. sensory box protein) iz Pseudomonas 
putida. Ti proteini so bili nato v raznih poskusih uporabljeni kot fluorescenčni markerji 
za preučevanje različnih anoksičnih in hiposkičnih bioloških sistemov [57]. 
V namen povečanja svetlosti in oblikovanja fotostabilnih variant proteinov FbFB sta bili 
izvedeni:  
• mutageneza nasičenosti mesta (ang. site saturation mutagenesis) aminokislinskih 
ostankov, ki se nahajajo v bližini FMN,  
• metoda premeščanja DNA (ang. DNA shuffling).  
Pri mutagenezi nasičenosti mesta gre za mestno specifično zamenjavo določenega 
aminokislinskega ostanka za vsakega od preostalih devetnajstih aminokislin. Kot rezultat 
dobimo množico proteinskih klonov, pri čemer ima vsak na tarčnem mestu različen 
kodon. Metoda premeščanja DNA pa poteka preko in vitro rekombinacije homolognih 
genov tako, da gene, ki jih želimo rekombinirati, naključno fragmentiramo s pomočjo 
DNazeI. Fragmente želene velikosti nato izoliramo iz agaroznega gela in jih med seboj 
zopet povežemo in pomnožimo s pomočjo reakcije PCR. Fragmenti različnega izvora, 
pridobljeni po reakciji DNazeI, se med seboj rekombinirajo kot posledica prileganja regij 
visoke podobnosti nukleotidov [56, 58, 59].  
Z opisanimi metodami mutageneze zaporedja domene LOV, pridobljene iz Arabidopsis 
thaliana, so pridobili izboljšano obliko fluorescenčnega proteina, imenovano iLOV. 
iLOV je zgrajen iz petih antiparalelnih β-verig (Aβ, Bβ, Gβ, Hβ in Iβ), ki jih obdajajo 
štiri α-vijačnice (Cα, Dα, Eα in Fα). Rob izoaloksazinskega obroča FMN leži na verigah 
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Hβ in Iβ, medtem ko je celotna molekula ujeta med vijačnici Eα in Fα. V glavnem se 
iLOV od domene divjega tipa razlikuje v fleksibilni zanki med verigama Hβ in Iβ [57, 
60]. 
 
Slika 9: Struktura fluorescenčnega proteina iLOV (PDB: 4EES). Z rumeno barvo so obarvane α-vijačnice, 
vijolični so β-trakovi, zanke pa so označene s sivo barvo. V notranjosti proteinske strukture se nahaja 
molekula FMN (rdeča).  
8.3. Bilin vezavni fluorescenčni proteini 
Bilin vezavni fluorescenčni proteini (BBFP) se prav tako kot FbFP uporabljajo za študijo 
anaerobnih sistemov. Mednje spadata tudi proteina UnaG, ki oddaja zeleno fluorescenco, 
in IFP2.0, ki fluorescira rdeče. Do fluorescence omenjenih proteinov pride ob vezavi 
ligandov bilirubina oziroma biliverdina, ki lahko prehajata v notranjost bakterijskih celic, 
zato se BBFP uporabljajo za označevanje citoplazemskih in zunajceličnih tarč. Biliverdin 
nastaja v sesalskih celicah kot intermediat razgradnje hema do bilirubina [62]. 
8.3.1. Protein UnaG 
UnaG je fluorescenčen protein, pridobljen iz mišičnega tkiva japonske jegulje (Anguilla 
japonica) in spada v družino proteinov, ki vežejo maščobne kisline. Ob izražanju proteina 
UnaG v celičnih linijah se nanj veže endogen ligand bilirubin, kar sproži nastanek od 
kisika neodvisne zelene fluorescence. UnaG je zgrajen iz desetih antiparalelnih β-verig, 
ki tvorijo β-sodček, pokrit z dvema kratkima α-vijačnicama. Bilirubin se vstavi v 
notranjost sodčka, za stabilizacijo liganda pa je pomembna tvorba velikega števila 




Slika 10: Struktura fluorescenčnega proteina UnaG z vezanim bilirubinom (PDB: 4I3C). β-verige, ki tvorijo 
strukturo sodčka, so obarvane vijolično, α-vijačnice pa so rumene. V notranjosti sodčka se nahaja rdeče 
obarvana molekula bilirubina.  
8.3.2. Proteini, ki fluorescirajo svetlobo v bližini infrardečega področja valovnih 
dolžin  
Uporaba proteinov, ki fluorescirajo svetlobo v bližini infrardečega področja valovnih 
dolžin (ang. near-infrared ali NIR fluorescent proteins), predstavlja pred drugimi 
fluorescenčnimi proteini določeno prednost, saj emitirajo v tistem delu valovnega spektra, 
v katerem celične strukture manj absorbirajo, hkrati pa prihaja tudi do manjšega sipanja 
svetlobe. Ta oblika fluorescenčnih proteinov je bila razvita iz bakterijskih fitokromov, ki 
kot kromofor uporabljajo molekulo biliverdina. Do danes je bilo razvitih mnogo različnih 
fluorescenčnih proteinov NIR, med katere uvrščamo tudi IFP2.0 iz Deinococcus 
radiodurans, skupino iRFP iz Rhodopseudomonas palustris in skupino miRFP iz 
Rhodopseudomonas palustris, pri čemer sta bili obe omenjeni skupini fluorescenčnih 
proteinov oblikovani tako, da v sesalskih celicah vežeta endogen biliverdin [63, 64]. 
Večina fluorescenčnih proteinov NIR je zgrajenih iz dveh domen: PAS in GAF, pri čemer 
se biliverdin usede v žepek znotraj domene GAF, domena PAS pa kovalentno veže ligand 
preko ohranjenega Cys ostanka. Struktura obeh domen fluorescenčnih proteinov miRFP 
je sorodna zgradbi domen preostalih bakterijskih fitokromnih fotoreceptorjev. N-končni 
del domene PAS tvori podaljšek, ki se razteza proč od domene PAS vzdolž površine 
domene GAF in se ovije skozi odprtino, ki jo tvori zanka domene GAF. Obe domeni sta 
med seboj povezani preko nestrukturiranega linkerja [63, 64]. Domene PAS, med katere 
uvrščamo tudi domene LOV, so zgrajene iz antiparalelne β-plošče, ki je obdana z α-
vijačnicami. Strukturno zvitje domene PAS je sorodno domeni GAF, ki jo tvori β-plošča 
in tri α-vijačnice. Med β-ploščo in vijačnicami se nahaja votlina, v katero se veže ligand 




Slika 11: Struktura fluorescentnega proteina NIR iz skupine miRFP (PDB: 5VIV). Domena PAS je 
označena z rumeno barvo, domena GAF pa je vijolična. V notranjost proteina je vezana molekula liganda 
(rdeča). S črno je obkrožena zanka domene GAF, skozi katero prehaja N-končni podaljšek domene PAS.  
Razvit je bil tudi fluorescenčni protein iz cianobakteriokromnih fotoreceptorjev (CBCR), 
ki pa ima za razliko od ostalih fluorescenčnih proteinov NIR samo eno domeno – domeno 
GAF. Tipični CBCR, najdeni v cianobakterijah, so sestavljeni iz ene ali več domen GAF 
in efektorske domene. V domeno GAF fluorescenčnega proteina se veže molekula 
fikocianobilina. Z molekulsko maso 17 kDa je ta oblika fotoreceptorja kar dvakrat manjša 
kot fluorescenčni proteini, pridobljeni iz bakterijskega fitokroma. Do avtokatalitične 
vezave kromoforja pride preko Cys ostanka, ki se za razliko od bakterijskih fitokromov 
nahaja na domeni GAF [67]. 
9. Fluorogen aktivirajoči proteini 
Za razliko od klasičnih fluorescenčnih proteinov pride do aktivacije fluorogen 
aktivirajočih proteinov (FAP) le, ko se nanje vežejo majhna molekulska barvila, 
imenovana fluorogeni (slika 12). FAP lahko fuziramo s tarčnimi proteini ter tako 
spremljamo njihovo lokacijo in pogostost v celici. Prednost takega sistema je, da 
nevezano barvilo ne oddaja fluorescence, zato celic pred dodatkom ni potrebno fiksirati, 
nesmiselno pa je tudi spiranje barvila. Tarčne proteine lahko florescentno označujemo v 
živih ali kemijsko fiksiranih celicah. Fluorogen se na FAP veže le nekaj sekund po 
dodatku, pri čemer je njuna interakcija precej specifična. Prednost proteinov FAP je tudi 
njihova majhnost, ki nam omogoča enostaven genetski inženiring. Pojav fluorescence 
lahko prostorsko nadziramo tako, da uporabimo fluorogene, ki imajo različne sposobnosti 
prehoda skozi celične membrane. Množica različnih fluorogenov lahko emitira 
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fluorescenco različnih valovnih dolžin, kar omogoča izvedbo eksperimentov z 
večbarvnim označevanjem celičnih struktur [68]. 
 
Slika 12: Primerjava fluorescenčnega in fluorogen aktivirajočega proteina. Na zgornjem delu slike je 
predstavljena fuzija tarčnega proteina s fluorescenčnim proteinom, na spodnjem delu pa s fluorogenim 
proteinom. Fluorescenčen protein emitira svetlobo po obsevanju s svetlobo ustrezne valovne dolžin, pri 
fluorogenem proteinu pa se fluorescenca pojavi šele po dodatku fluorogenega liganda.  
Kot FAP se lahko uporabljajo različni proteinski konstrukti, pridobljeni iz protiteles. 
Primer so proteini scFv, zgrajeni iz variabilne težke (VH) in variabline lahke (VL) verige 
protiteles, ki sta med sabo povezani preko kratkega, fleksibilnega peptidnega linkerja. Za 
vezavo fluorogena in tvorbo fluorescence sta pogosto potrebni obe verigi, včasih pa 
zadostuje prisotnost samo variabilne težke ali lahke verige. Obstajajo tudi taki FAP, ki 
lahko vežejo več različnih fluorogenov, pri čemer so valovne dolžine ekcitacijske in 
emisijske svetlobe različne, prav tako pa se ti fluorogeni med sabo razlikujejo tudi po 
afiniteti vezave [68]. 
9.1. HaloTag 
Proteinska oznaka HaloTag (33 kDa) predstavlja modificiran bakterijski encim haloalkan 
dehalogenazo, ki katalizira dvostopenjsko reakcijo odstranitve halogenida iz različnih 
alifatskih ogljikovodikovih spojin in se lahko kovalentno veže na sintetičen HaloTag 
ligand. V aktivnem mestu je prisoten Asp, ki v prvem koraku nukleofilno napade substrat 
in povzroči nastanek kovalentne esterske vezi, v drugi stopnji pa His, ki se nahaja v 
neposredni bližini Asp ostanka, sproži bazno katalizirano cepitev intermediata. Pri tem se 
sprosti ogljikovodik s pritrjeno hidroksilno skupino, Asp pa se regenerira za novo reakcijo 
katalize (slika 13) [69]. 
Za uspešen potek katalize je sicer potrebnih pet aminokislinskih ostankov, ki jih 
imenujemo katalitična pentada. Ta poleg omenjenega aspartat in bazičnega histidina 
vključuje še aspartat ali glutamat, ki delujeta kot kislina in stabilizirata vezavo protona iz 
vode na His ostanek, in dva triptofana ali par triptofan-asparagin za stabilizacijo 




Slika 13: Reakcija, ki jo katalizira bakterijska haloalkan dehidrogenaza.  
Z mutacijo His ostanka v aktivnem mestu ne more priti do cepitve kovalentnega 
intermediata, kar povzroči nastanek ireverzibilne povezave med HaloTag proteinom in 
njegovim ligandom. Reakcija, ki jo encim katalizira, je učinkovita in specifična [69]. 
HaloTag sistem temelji na haloalkan dehalogenazi iz Rhodococcus rhodochoru, pri kateri 
so His272 v aktivnem mestu zamenjali z Phe272, zato ne prihaja do hidrolize HaloTag 
liganda [71]. 
Bakterijska dehalogenaza je razmeroma majhen encim, ki ga lahko fuziramo z želenim 
proteinom, kar nam omogoča: 
- specifično fluorescenčno označevanje ter spremljanje znotrajcelične lokacije, 
translokacije in degradacije tarčnega proteina 
- izolacijo in čiščenje proteina 
- imobilizacijo na površino 
- analizo protein-protein in protein-DNA interakcij 
- ugotavljanje funkcije proteina 
HaloTag protein torej tvori kovalentno vez s HaloTag ligandom, ki ima, skladno z 
uporabo, nase pritrjeno specifično funkcionalno skupino. V primeru označevanja 
tarčnega proteina lahko ta predstavlja fluorescenčno molekulo, v primeru imobilizacije 
pa ligand, ki se pritrdi na želeno površino. Visoka specifičnost nam omogoča tudi 
izolacijo proteinov, ki se v sesalčjih celicah izražajo v zelo nizkih koncentracijah. Primer 
liganda je HaloTag Alexa Fluor 488 za označevanje proteinov na celični površini, 
HaloTag TMR ligand za spremljanje citosolnih proteinov in HaloTag nosilec (ang. 
HaloTag resins) za imobilizacijo proteinov [68, 70]. 
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HaloTag sistem ima pred preostalimi sistemi proteinskega označevanja številne 
prednosti. Ker se  HaloTag kompleks ohrani tudi pri težkih pogojih (npr. nizek pH), se 
lahko uporablja za označevanje v živih in fiksiranih celicah, dodatno pa uporaba različnih 
ligandov omogoča preučevanje različnih značilnosti proteina. Uporabnost sistema je 
omejena z dostopnostjo ligandov, saj trenutno za določene raziskave HaloTag ligand še 
ne obstaja. V nekaterih primerih lahko pritrditev HaloTag oznake vodi v inaktivacijo 
proteina, čemur pa se lahko v večini primerov izognemo s pritrditvijo na drug konec 
proteina [71]. 
Prvi znani encimi iz družine haloalkan dehalogenaz so bili izolirani iz bakterij 
Xanthobater autotrophicus GJ10, Sphinghomonas paucimobilis UT26 in Rhodococcus 
rhodochorus NCIMB13064, ki naseljujejo okolja, močno onesnažena s halogeniranimi 
spojinami, kot so 1,2-dikloroetan, heksaklorocikloheksan in 1-klorobutan. Te bakterije 
uporabljajo sicer toksične halogenirane spojine kot vir ogljika in energije [72]. 
9.1.1. Struktura haloalkan dehalogenaze iz Xanthobacter autotrophicus GJ10 
Bakterija X. autotrophicus GJ10 katalizira pretvorbo velikega števila haloalkanov v 
ustrezne alkohole preko cepitve vezi ogljik-halogenid, kar ji omogoča zaščito pred 
toksičnimi ksenobiotiki [73].  
Encim je sestavljen iz dveh domen – osrednje in sekundarne domene ali pokrova (ang. 
cap domain). Osrednjo domeno tvori osemverižna pretežno paralelna β-plošča, ki je 
obdana z več α-vijačnicami. V njej se nahajajo aminokislinski ostanki Asp124, His289 in 
Asp260, ki se nahajajo na dnu hidrofobne votline. Opisano zvitje je značilno za družino 
encimov z α/β-hidrolaznim zvitjem. Votlino pokriva sekundarna domena, ki je zgrajena 
iz petih α-vijačnic (slika 14) [73].  
 
Slika 14: Struktura haloalkan dehalogenaze z vezanim ligandom (PDB: 5Y2Y). Z modro barvo so označeni 
ostanki Asp, His in Glu znotraj aktivnega mesta, ki so pomembni za encimsko katalizo. Na sliki je z 




Z oznako SNAP-tag označujemo mutiran človeški encim O6-alkilgvanin-DNA 
transferazo, ki lahko kot substrat poleg derivatov O6-benzilgvanina veže tudi 
benzilkloropirimidine. Glavna funkcija encima v celicah je prenos alkilne skupine iz O6-
alkilgvanina na reaktivni Cys ostanek znotraj aktivnega mesta encima. Kataliza poteka 
po reakcijskem mehanizmu SN2, pri čemer pride do ireverzibilne inaktivacije encima. 
Reakcija poteče tako, da tiolna skupina cisteina nukleofilno napade vez med gvaninom in 
fluorescenčno označeno benzilno skupino, pri čemer se sprosti molekula gvanina (slika 
15). Benzilna skupina po končani reakciji deluje kot molekularni linker med oznako 
SNAP-tag in fluorescenčno skupino [73, 74]. 
 
Slika 15: Potek encimske reakcije, ki omogoča pripetje fluorescenčne oznake na tarčni protein. Cisteinski 
ostanek modificiranega AGT v procesu nukleofilno napade derivat O6-benzilgvanina, ki vključuje 
fluorescenčno oznako. Pri reakciji se sprosti gvanin, na encim pa ostane preko benzilne skupine vezana 
fluorescenčna oznaka. 
9.2.1. Struktura O6-alkilgvanin-DNA transferaze 
O6-alkilgvanin-DNA transferaza je monomeren, 20 kDa velik encim, ki je sestavljen iz 
N- in C-končne domene. Funkcija N-končne domene, ki ima v strukturo vezan cinkov 
atom, zaenkrat še ni poznana, omogoča pa pospešeno encimsko aktivnost. Nasprotno 
vsebuje C-končna domena aktivno mesto z reaktivnim Cys ostankom, vezavni žep za 
substrat O6-alkilgvanin in DNA-vezavno domeno in je zato ključna za encimsko 
aktivnost. Encim interagira z molekulo DNA preko DNA-vezavne domene tako, da se 
veže v mali žleb, pri čemer se substratni nukleotid obrne v vezavni žep, kjer se nahaja 
reaktivni Cys ostanek. Znotraj vezavnega žepa O6-metilgvanin interagira tudi s 
hidroksilno skupino Tyr114 in hidroksilno skupino Ser159 [76]. 
N-končna domena tvori β-ploskev iz treh β-verig (B1–B3), poleg nje pa se nahaja α-
vijačnica H1. C-končno domeno gradijo štiri α-vijačnice (H2–H5), pri čemer vijačnici H3 
in H4 tvorita DNA-vezavni motiv heliks-zavoj-heliks. Aktivno mesto se nahaja na zanki 
med vijačnicama H4 in H5, kjer najdemo tudi reaktivni Cys ostanek (slika 16). Cink je v 
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strukturo encima vpet preko štirih aminokislinskih ostankov: Cys5, Cys24, His29 in 
His85 [75, 76]. 
 
Slika 16: Struktura O6-alkilgvanin-DNA transferaze (PDB: 1EH6). Z vijolično barvo je označena N-končna 
domena, v kateri je koordiniran cinkov atom (rdeč). C-končna domena je prikazana z rožnato barvo, 
reaktivni Cys je obarvan zeleno. S črnim krogom sta obkroženi vijačnici in zavoj, ki tvorijo DNA-vezavni 
motiv heliks-zavoj-heliks. 
9.3. CLIP-tag 
Proteinska oznaka CLIP-tag je sorodna oznaki SNAP-tag in predstavlja mutiran človeški 
DNA popravljalni encim AGT. CLIP-tag lahko za razliko od SNAP-tag, ki veže derivate 
O6-benzilgvanina, kot substrat uporablja derivate O2-benzilcitozina. Prednost CLIP-tag 
sistema je kemijska inertnost derivatov O2-benzilcitozina, enostavnost njihove sintetične 
poti in možnost izražanja fuziranega tarčnega proteina v različnih celičnih kompartmentih 
kot tudi celični površini [78]. 
9.4. TMP-tag 
Sistem TMP-tag temelji na fuziji tarčnega proteina z monomernim, 18 kDa velikim 
encimom dihidrofolat reduktazo iz bakterije Escherichia coli, ki z visoko afiniteto in 
specifičnostjo veže analog folata – trimetoprim (TMP). Na TMP lahko vežemo različne 
organske fluorofore, kar omogoča označitev in spremljanje tarčnega proteina v živi celici 
ter tudi in vitro [78, 79]. 
V želji po oblikovanju bolj trajne proteinske oznake so znanstveniki ustvarili novo 
varianto sistema TMP-tag. TMP oznaka vsebuje poleg fluoroforne skupine tudi dušilec, 
ki ga dihidrofolat reduktaza preko katalitične reakcije odcepi, kar omogoči, da se 
fluorescenca sprošča šele po vezavi liganda na encim. Ob približanju dihidrofolat 
reduktaze in fluoroforne TMP oznake poteče reakcija, pri kateri sodeluje Cys ostanek, ki 
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je bil z molekulskim inženiringom postavljen na zunanjost TMP vezavnega žepa. Cistein 
deluje kot nukleofil in reagira z akrilamidnim elektrofilom, ki je vključen v fluoroforno 
TMP oznako (slika 17). Prvotna oznaka je bila pri in vitro poskusih ter v živih celicah 
neučinkovita, zato so jo v naslednjem koraku znanstveniki še nekoliko izboljšali tako, da 
so optimizirali položaj posameznih aminokislinskih ostankov in reaktivnih skupin [78,  
80].  
 
Slika 17: Sistem TMP-tag s fluoroforno skupino in dušilcem. Z modro barvo je prikazana modificirana 
dihidrofolat reduktaza, ki vsebuje Cys ostanek na zunanjosti TMP-vezavnega žepa in je fuzirana s tarčnim 
proteinom. Ob reakciji cisteina z ligandom TMP pride do odcepa dušilne skupine, kar povzroči pojav 





Nekroptoza predstavlja programirano obliko celične smrti, pri kateri pride do vstavitve 
oligomerov aktiviranega proteina MLKL v plazmalemo in sprostitve celične vsebine.  N- 
ali C-končna fuzija proteina MLKL z eno izmed peptidnih oznak bi nam omogočila 
spremljanje njegove znotrajcelične lokacije in prenosa na membrano preko zaznavanja 
fluorescence. Najpreprostejši način označevanja predstavljajo fluorescenčni proteini 
(GFP, FbFP, BBFP), s katerimi lahko po obsevanju z vzbujevalno svetlobo v sesalskih 
celičnih linijah zaznavamo lego MLKL brez dodatka ligandov. Pripravimo pa lahko tudi 
fuzijo proteina MLKL s fluorogen aktivirajočimi proteini (HaloTag, SNAP-Tag, CLIP-
Tag, TMP-Tag), pri čemer pride do pojava fluorescence šele po dodatku fluorogenega 
liganda. Različni načini označevanja imajo svoje prednosti in slabosti, pri izbiri ustrezne 
oznake pa moramo upoštevati različne parametre, kot so barva fluorescence, svetlost, 
fotostabilnost in vpliv na tarčo. Glavna prednost uporabe fluorescenčnih proteinov je 
nabor različnih mutant, ki nam nudijo možnost izbire želene eksitacijske in emisijske 
valovne dolžine, svetlosti in občutljivosti na pH. Z uporabo različnih fluorescenčnih 
proteinov lahko tudi označimo in spremljamo lego večih različnih tarč, uporaba FbFP in 
BBFP pa nam omogoča preučevanje tudi anaerobnih in drugih ekstremnejših sistemov. 
Fluorogen aktivirajoči proteini za razliko od fluorescentnih proteinov emitirajo 
fluorescenco večje svetlost, bolj konstantne jakosti in omogočajo še večji nabor barv. Ker 
se fluorescenca pojavi šele po dodatku organskega fluorofora, lahko lego tarčnega 
proteina spremljamo s časovnimi zamiki, hkrati pa nevezano barvilo ne oddaja 
fluorescence. Poleg tega lahko pojav fluorescence v različnih celičnih kompartmentih 
nadziramo z uporabo fluorogenov, ki različno prehajajo skozi celične membrane. Za 
spremljanje lega MLKL v sesalskih celicah bi torej najraje izbrala fluorogen aktivirajoče 
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